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© Verringerung des Hook-Effekts in Immuntests mit teilchenfdrmigem Tragermaterial. 

© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer Probefiussigkeit durch Bindung 
des Analyten an einen mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor Ri , der auf einem in der- Probefius- 
sigkeit befindlichen, teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist, welches dadurch gekennzeichnet ist, dafi 
die Probefiussigkeit weiterhin einen loslichen, mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R 2 enthalt, 
der mindestens zwei Bindungsstellen fur den Analyten besitzt. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein 
Reagenz zur Durchfuhrung des oben genannten Verfahrens. 
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Prn^ u 9 t T k = 9 b6tri ft VSrfahren 2ur Be ^™ng eines bindefahigen Analyten in einer 
Probeflussigke.t durch Bindung an einen mi, dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor der auf emem 
in der Probefluss.gkeit befindlichen teilchenfdrmigen Tragermateria. immobi lisiert ist und ein neues Rea 
genz zur Durchfuhrung eines derartigen Verfahrens. 
5 Immunologische Prazipitationsverfahren. bei denen ein zu bestimmender Analyt mil einem geqen den 

Analyten gerichteten Bindepartner (z.B. Antikdrper, vermischt wird. sind seit langem bekann. Die HZ Te 
immunolog.sche Reaktion hervorgerufene Agglutinierung fuhrt zu Teilchenaggregaten die sich im s're^ 
"ToTe^TgZ ZT 059 ™ 95 *^™ «"*™™*n. -odurch eine Bestimmung der Analytenkonzen- 

10 »h q " antitativen Bestimmung des Analyten wird die Lichtstreuung an den Teilchenaggregaten sowohl 
uber d,e Messung der Streulichtintensitat (Nephe.ometne) als auch Ober die Messung 6eXLsteZeZ 
stes von durch das Medium tretendem Licht (Turbidimetrie) genutzt. Die Konzentration des Analyten katfn 
unter Verwendung emer Standardkurve quantifiziert werden. 

,« p " 9 T dS f tZHCheS Pr ° blem V ° n quanti,ativen immunologischen Prazipitationsverfahren' ergibt sich aus 

Tl ? d * r * eaktionskurve ' di * ein Maximum bei gleichen Konzentrationen von Analyt und Bindepartner 
1ST? hT h H e !! erer ZU93be 6ineS Reaktions P artners wi «der abnimmt (Heidelberger Kurve). Dieser 
Effekt fuhrt dazu, dafl e.nem MeBsignal zwei unterschiedliche Analytenkonzentrationen zugeordnet werden 
"Zr«7 t!"T de T ZU D 8iner fehlerhaften Bestimmung des Analyten fuhren kann. Dieser Effek, wird als 
Hook-Effekt bezeichnet. Bei vielen Analyten, insbesondere bei Proteinen, liegt die in der Probeflussiakeit 

20 vorkommende Konzentration oft weft jenseft, des Maximums der Heidelberger Kurve. so daB eine feShaf 
te Bestimmung aufgrund des Hook-Effekts haufig auftreten kann. Zur Vermeidung dieses Fehlers ist es 
erforderhch. dafl bei der Bestimmung festgestellt wird, ob das MeBsignal sich im aufsteigenden oder 
absteigenden Ast der Heidelberger Kurve befindet. 

« n n n V °,K S ? Ul2e undSchwick (Prot.Biol.Fluids 5 (1958). 15-25) wird eine Methode beschrieben, die eine 
25 poppelbest.mmung mit zwei verschiedenen Probenverdunnungen vorsieht, so dafl im Falle eines Analyten- 

uberschusses bei der starker verdiinnten Probe ein hdheres MeBsignal als bei der konzentrierteren Probe 

gemessen wird. 

PrJinr?- ? ^ L Cli "f h , em - 20 (1974) ' 1055 - 1061 > beschreiben einen weiteren Zusatz von Antikorpern zur 
Probeflussigke.t. Bei Vorl.egen eines Antigenuberschusses tritt eine Signalerhdhung ein. Auch durch einen 
30 weiteren Zusatz von Antigenmaterial bekannter Konzentration lam sich ein AntigenuberschuB erkennen 
(Sternberg, Clin.Chem. 23 (1977), 1456-1464). 

Weiterhin sind mehrere Verfahren beschrieben (z.B. DE-A-27 24 722. EP-B-0 148 463). bei denen der 
Hook-Effekt durch eine aufwendige. rechnergesteuerte Auswertung erkannt werden soli. Es wird versucht 
durch Bestimmung der Reaktionsdauer bis zum Auftreten der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit bei 
35 nephelometnschen Messungen zwischen Antigen- und AntikdrperuberschuB zu diskriminieren 

0.e oben genannten Verfahren besitzen den Nachteil. daB entweder eine kompliziertere Durchfuhrung 
. der Messung oder eine kompliziertere Auswertung der Messung notwendig ist. Eine bessere Mdglichkeft 
Fehhnterpretationen be. immunologischen Prazipitationsverfahren des oben genannten Typs zu vermeiden 
*o Ho2 %» T beStehen " d ' e Gestalt der Heidelberger Kurve soweit zu verandern. daB das Auftreten des 
40 Hook-Effekts ganz vermieden oder in einen Konzentrationsbereich des Analyten verschoben wird der unter 
pnysiologischen Bedingungen nicht mehr auftritt. 

In US-A-4,595,661 werden Sandwich- und nephelometrische Immuntests beschrieben, die zur Verrinae- 
rung , des Hook-Effekts neben den normalerweise in einem Immuntest vorhandenen hochspezifischen 
Antikorpern zusatzlich mindestens einen weiteren Antikdrper enthalten, der eine geringe Affinitat fur den 
*s Analyten besitzt. Der Nachteil dieses Verfahrens besteht darin. dafl fur jeden nachzuweisenden Analyten 
zwe, spezifische Antikdrper mit deutlich unterschiedlichen Affinitaten fur den Analyten hergestellt werden 



Em weiteres Verfahren zur Verringerung des Hook-Effekts ist in US-A-4.743,542 beschrieben Dabei 
™ 7 r f Sandwic |]- Test in Gegenwart von markierten und unmarkierten Ligandenbindepartnern (Antikorpern) 
so durchgefuhrt. wobe, durch Kompetition der unmarkierten Ligandenbindepartner mit den markierten Ligan- 
denbindepartnern ein Analytenuberschufl in der Probeldsung vermieden wird. Der Nachteil dieses Verfah- 
rens besteht darin. daB die Empfindlichkeit des Tests erheblich verringert wird 

In EP-A-0 483 512 wird offenbart. dafl die Zugabe von nichtionischen Polymeren zur Testldsung zu 
einer Verringerung des Hook-Effekts fuhren kann. 
55 Zur Erhohung der Signalstarke bei nephelometnschen oder turbidimetrischen Immuntests ist es 
we.terh.n bekannt. ein teilchenfdrmiges Tragermaterial (z.B. Latexteilchen oder Goldsole) zu verwenden die 
m.t einem gegen den zu bestimmenden Analyten gerichteten Bindepartner beschichtet sind. Eine Vermi- 
schung der beschichteten Teilchen mit der den Analyten enthaltenden Probe fuhrt bedingt durch das 
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mJ £rh J v T * f ena 99regaten zu einer quantifizierbaren Anderung des nephelometrischen Oder turbidi- 
met nschen Verhaltens der Probeflussigkeit. Ein derartiger Teilchen-verstarkter Test ist erheblich emp, ndl - 
Cher als ein unverstarkter Test, da weniger Agglutimerungsvorgange zur Erzeugung eines meBbaren Sign, Is 
HooTSekts ^ derart ' 9en Tei,Che — tark '- —tests bestah, ,edoch das Prob^dJs 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, ein einfaches immunologisches Prazipita- 

em de r Hook E^T^ ^ bM '^ * «™ Probeflussigkeit bereitzustellen .Tei 

dem der Hook-Effekt als Storung vermieden und/oder verhindert werden kann 

Die erfindungsgemafle Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer 

' ' ^ d 6 US auf e e, n dUrCh H Bin r 9 K d f S A ™^° an *™ ^ *™ Analyten spezifis'ch bindefahigen RezeZ 
R, . der auf einem ,n der Probeflussigkeit befindlichen teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist 
mi 0 de m W0 An e : V 9ekennzeichnet ist. daG die ProbeNussigkeit weiterhin ein^ Sod- 

den AnalyS TbTsitzr bM '^ Re -Ptor R 2 enthalt. der mindestens zwei Bindungsstellen , U ; 

Bei dem erfindungsgemafien Verfahren enthalt die Probeflussigkeit einen mil dem Analyten spezifisch 
bindefah,gen Rezeptor R,, der auf einem teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist. Im aUgeme nen 
besteht der immobilisierte Rezeptor R, aus m.ndestens zwei unterschiedlichen Rezeptoren R 1a und Z die 
m,t unterschiedlichen Determinanten (Epitopen) auf dem Analyten spezifisch bindefahig sind. Die Durchfuh 
rung des Verfahrens kann be, einer derartigen Verwendung von zwei unterschiedlichen Rezeptoren R la und 
R, b m,t einem Gem.sch zweier unterschiedlicher Trager. wobei auf dem ersten Trager der Rezeptor R, 

"'f'TV 5 ' md 2W6iten TfS9er d6r R62ept0r R '» ^^obifisiert ist, Oder mit einem einzigen 

Trager, auf dem em Gem.sch der Rezeptoren R 1a und R, b immobilisiert ist, erfolgen. An dieser Stella ist 
jedoch anzumerken. daG die Verwendung von zwei (oder mehreren) unterschiedlichen Rezeptoren R„ und 

ssinpr^Ohptr h h f T" *' 2U bestimmende mehrere immunologisch identische Epitope an 

seiner Oberflache bes.tzt. da ,n diesem Fall auch durch einen einzigen Rezeptor R, das Auftreten einer 
Agglutinierung ermoglicht wird. 

Ein bevorzugtes Beispiel fur einen immobilisierten Rezeptor R, ist das Fab-Fragment eines gegen den 
zu best.mmenden Analyten gerichteten AntikSrpers. Weitere Beispiele fur immobilisierte Rezeptoren R. 

TnlZZ Z! h 1 rP6r ' F(ab ' )2 " F < ab >- Fra 9 me ^ Antikorpern. monospezifische polyklonale 
Antrko per oder auch Anhgene Oder anti-ldiotyp-Antikorper (wenn der zu bestimmende Analyt ein Antikor- 
TZl iZ ?! r cT Rez <f oren ' die 2U einer hochaffinen spezifischen Bindung mit einem Analyten in der 
Lage sind (z.B. Streptavid.n, Lectine, Protein A etc.). Besonders bevorzugt ist der immobilisierte Rezeptor 
R, e,n Gem.sch aus mindestens zwei monoklonalen Antikorpern, monospezifischen polyklonalen Antikor- 
pern oder Fragmenten derartiger Antikdrper. 

^n D,e t ErZ l UgU ^ V ° n Antik6r P ern ' die 9egen unterschiedliche Epitope auf dem gleichen Antigen gerichtet 
pTp '^r der t. lte ratur ausfuhrlich beschrieben, siehe z.B. Kofler et al., Am.J.Reprod.lmmunoi. 2 (1982) 
6 !S! in?fl h J - Re P rod - ,mmu "o | - 8 < 19 85). 48-54; Norman et al., J.CIin.Endocrinol. and Metab! 

61 (1985). 1031-1038 und Norman et al., Clin.Chem. (1987), 1147-1151. Allgemein kann man derartiqe 
gegen unterschiedliche Determinanten gerichtete Antikorper durch selektive Immunisierung von Versuch- 
stieren mit spezifischen Antigenfragmenten (z.B. Oligopeptiden) und anschlieBende Gewinnung der Antikor- 
per aus den Versuchstieren auf bekannte Weise erhalten. 

Die vorliegende Erfindung zeichnet sich gegeniiber bekannten Verfahren dadurch aus daB die Probe- 
flussigkeit we.terhin einen loslichen, mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R 2 enthalt der 
mindestens zwei Bindungsstellen fur den Analyten besitzt. d.h. der Rezeptor R 2 ist frei in Losung und nicht 
auf den Teilchen des Tragermaterials immobilisiert. Durch Verwendung dieses zusatzlichen Rezeptors R 2 
wird erne Verrmgerung und/oder vollstandige Vermeidung des Hook-Effekts bei einem immunologischen 
Praz,p,tat.onsverfahren ermoglicht. Dabei ist es erfindungswesentlich, dafi der Rezeptor R 2 mindestens zwei 
Bindungsstellen fur den Analyten besitzt. Bevorzugte Beispiele fur den Rezeptor R 2 sind monoklonale 
Antikorper, monospezifische polyklonale Antikorper oder Antikdrperfragmente mit zwei Bindungsstellen fur 
den Analyten (z.B. F(ab) 2 . F(ab') 2 ., aber nicht Fab). 

In den Figuren 1 und 2 der beiliegenden Zeichnungen ist der Unterschied zwischen einem immunologi- 
schen Praz.p.tat.onsverfahren mit immobilisierten Rezeptoren R„ und R 1b gemaB dem Stand der Technik 
(Figur 1) und dem immunologischen Prazipitationsverfahren in Gegenwart eines zusatzlichen loslichen 
Rezeptors R 2 gemaG vorliegender Erfindung (Figur 2) gezeigt. Figur 1 zeigt die drei Phasen der Heidelber- 
ger Kurve. wobe, Figur 1A einen UberschufJ des Tragermaterials T a , T b mit..darauf immobilisierten 
Hezeptoren R la . R 1b gegenuber dem Analyten A. Figur 1 B den Aquivalenzpunkt bei einer gleichen molaren 
Konzentrat.on des teiichenform.gen Tragermaterials T„ T b und des Analyten A und Figur 1C einen 
UberschuG des Analyten A zeigt. Das in Figur 1 gezeigte Verfahren gemafi dem Stand der Technik wird mit 
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zwei unterschiedlichen immobilisierten Rezeptoren R„ und R, b durchgefuhrt, die jeweils auf unterschiedli- 
chen Te.lchen T a und T b des Tragermaterials immobilisiert sind. Die Rezeptoren R, a und R, b erkennen 
untersch.edliche Epitope auf dem Analyten A. Aus Figur 1A geht hervor, dafi bei einem groBen UberschuB 
der Tragerte.lchen T a U nd T b mit den immobilisierten Rezeptoren R, a und R, b bezuglich des Analyten A ein 
Tragerteilchen nur maximal ein Molekul des Analyten bindet. so dafi in der Probeflussigkeit nur eine 
gennge Aggregatb.ldung (und somit nur ein geringes Mefisignal) auftritt. Bei steigender Analytenkonzentra- 
tion mmmt diese Aggregation zu. bis die in Figur 1 B gezeigte Aquivalenz zwischen Tragerteilchen T a T b 
und Analytenmolekulen A erreicht ist. An diesem Aquivalenzpunkt. dem Maximum der Heidelberger Kurve 
ist die Aggregation der Teilchen in der Probeflussigkeit (und damit auch das Mefisignal) am hochsten Bei 
e.ner weiteren Zunahme der Analytenkonzentration findet man aufgrund der zunehmenden Sattigung aller 
immobilisierten Rezeptorbindestellen eine Abnahme der Aggregation (Figur 1C) und damit eine Abnahme 
des Meflsignals (Hook-Effekt). > 

Figur 2 stellt eine Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens dar. DabeL ist neben den 
Tragerteilchen T a , T b mit den immobilisierten Rezeptoren R la , R, b und dem Analyten A in der Probeflussig- 
keit zusatzlrch em loslicher Rezeptor R 2 mit zwei Bindungsstellen fur den Analyten vorhanden. Aus Figur 
2A geht hervor. dafi bei einem UberschuB der Tragerteilchen gegeniiber dem Analyten aufgrund der 
zusatzlichen Anwesenheit des loslichen Rezeptors R 2 bereits eine etwas starkere Aggregation als bei dem 
Verfahren gemaB dem Stand der Technik (Figur 1A) zu beobachten ist. Dies bedeutet eine hohere 
Empfmdlichkeit des erfindungsgemafien Verfahrens im aufsteigenden Ast der Heidelberger Kurve Am 
Aquivalenzpunkt. an dem das molare Verhaltnis von Tragerteilchen T a , T b zu Analytenmolekulen A gleich 
ist. kann die Anwesenheit des zusatzlichen loslichen Rezeptors R 2 eine, die maximale Agglutinierung etwas 
erhohende Wirkung besitzen. Bei einem UberschuB des Analyten (Figur 2C). wenn immer mehr immobili- 
sierte Rezeptoren R la . R, b an ein Analytenmolekul binden, zeigt sich die Wirkung des Zusatzes von R 2 am 
deuthchsten. Die Gegenwart des zusatzlichen loslichen Rezeptors ermoglicht eine zusatzliche Quervernet- 
zung der Tragerteilchen T a . T b wodurch die bei dem Verfahren des Standes der Technik (Figur 2C) 
beobachtete Abnahme der Agglutinierung vermieden oder/und verzogert wird. 

An dieser Stelle ist anzumerken, daB bei der in Figur 2 gezeigten und bevorzugten Ausfuhrungsform 
der vorliegenden Erfindung der losliche Rezeptor R 2 derart ausgewahlt ist. daB die Bindung von R 2 an den 
Analyten nicht mit der Bindung des immobilisierten Rezeptors R, an den Analyten interferiert dh der 
losliche Rezeptor R 2 erkennt ein anderes Epitop auf dem Analyten als die immobilisierten Rezeptoren R la 
R, b und die Bindung von R 2 an den Analyten besitzt keinen signifikanten EinfluB auf die Bindung von R la 
und R 1b an den Analyten. Bei dieser Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung erreicht man insbesonde- 
re eine etwas hohere Empfindlichkeit im aufsteigenden Ast der Heidelberger Kurve, eine Verschiebung des 
Maximums zu einer hoheren Analytenkonzentration und einen erheblich langsameren Abfall der Heidelber- 
ger Kurve bei einer weiteren Zunahme der Analytenkonzentration. Dies fuhrt wiederum zu einem starken 
Zuruckdrangen des Hook-Effekts, da die Analytenkonzentrationen, die jeweils gleiche Signale liefern weil 
sie auf dem aufsteigenden Oder absteigenden Ast der Heidelberger Kurve liegen, aufgrund der geringeren 
Abnahme der Agglutinierung bei AnalytenuberschuB urn ein Vielfaches weiter voneinander entfernt sind. 

Die Konzentration des loslichen Rezeptors R 2 in der Probeflussigkeit hangt naturlich von dem jeweils 
gewahlten Rezeptor, insbesondere von seiner Affinitat zum Analyten ab. Es ist jedoch moglich, eine 
allgemeine Abschatzung fur die jeweils gunstige Menge durchzufuhren. 

Bei dem in den Beispielen der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Verfahren zum Nachweis von 
Human-Chonongonadotropin (hCG) liegt der Aquivalenzpunkt des Tests bei etwa 10.000 mlU/ml hCG. An 
diesem Punkt ist anzunehmen. daB ein Tragerteilchen statistisch ein einziges hCG-Molekul bindet Urn eine 
weitere Agglutinierung zu ermoglichen. sollte der losliche Rezeptor R 2 besonders bevorzugt in einer 
Konzentration zugesetzt werden, die halb so groB wie die Konzentration von hCG in der Probeflussigkeit ist. 

Doch auch kleinere Konzentrationen bringen eine Verbesserung der Agglutinierung und es ist zu 
erwarten, daB diese vorteilhafte Wirkung bereits bei Konzentrationen des gelbsten Rezeptors R 2 in der 
Probeflussigkeit von mindestens 5 Mol-% der Konzentration des Analyten am Aquivalenzpunkt auftritt, 
wobei der Aquivalenzpunkt durch eine gleiche molare Konzentration der Teilchen des Tragermaterials und 
der Molekule des Analyten definiert ist. 

Vorzugsweise betragt die Konzentration des loslichen Rezeptors R 2 mindestens 20 Mol-% der Analy- 
tenkonzentration am Aquivalenzpunkt und besonders bevorzugt liegt die optimale Konzentration des 
loslichen Rezeptors R 2 im Bereich von 50 % der Analytenkonzentration am Aauivalenzpunkt plus der 
zusatzlichen Konzentration an Analyten, die uberhalb des Aquivalenzpunkts liegt. 

In Zusammenhang mit diesen Abschatzungen der optimalen Konzentration des loslichen Rezeptors R 2 
ist jedoch festzustellen, dafi diese Konzentrationen sich in der Praxis stark andern konnen. so daB 
beispielsweise bei Verwendung eines loslichen Rezeptors R 2 mit einer geringeren Affinitat fur den Analyten 
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Oder fur den uber den immobilisierten Rezeptor R: an das Tragermaterial gebundenen Anaiyten die 
optimale Konzentration von R2 um mehrere GroGenordnungen hoher liegen kann. 

In einer zweiten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann man den loslichen Rezeptor R 2 
auch derart auswahlen, da(3 die Bindung von R2 an den Anaiyten mit der Bindung des immobilisierten 

5 Rezeptors Ri an den Anaiyten interferiert, d.h. der Rezeptor R 2 erkennt gleiche Epitope auf dem Anaiyten 
wie einer der immobilisierten Rezeptoren Ri oder/und die Bindung des losiichen Rezeptors R 2 an den 
Anaiyten beeintrachtigt die Affinitat des Anaiyten zum immobilisierten Rezeptor R t . Ein Vorteil dieser 
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung besteht darin, daJ3 ein Auftreten des Hook-Effekts voilstandig 
vermieden werden kann, was allerdings auf Kosten der Empfindlichkeit des Tests geht. Diese Ausfuhrungs- 

10 form kann aber trotzdem fur spezielle Aufgaben gunstig sein, wenn es weniger auf die Empfindlichkeit des 
Tests als auf die Vermeidung moglicher Fehlinterpretationen der erhaltenen Meflwerte ankommt. Diese 
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist ebenfails durch ein Beispiel dargestelit. 

Fur das erfindungsgemaGe Verfahren ist es weiterhin bevorzugt, daG die Probefiussigkeit gemaG der 
Lehre von EP-B-0 483 512 ein nicht-ionisches Polymer aus der Gruppe, bestehend aus Dextran mit einem 

75 Molekulargewicht von mindestens 500 kD f Poiyvinylpyrrolidon mit einem Molekulargewicht von mindestens 
10 kD und Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von mindestens 6 kD enthalt. Vorzugsweise iiegt 
dieses nichtionische Polymer in einer Konzentration von mindestens 1 Gew.-%, besonders bevorzugt von 2 
bis 6 Gew.-% in der Probefiussigkeit vor. Besonders bevorzugt ist auch die Verwendung eines Polyethyl- 
englykols mit einem Molekulargewicht von 6 kD bis 300 kD, am meisten bevorzugt von 40 kD als nicht- 

20 ionisches Polymer. 

Das teilchenformige Tragermaterial, auf dem der Rezeptor Ri immobilisiert ist, kann ein beliebiges 
teilchenformiges Tragermaterial sein, das in der Technik zur Durchfuhrung von Agglutinierungstests 
bekannt ist. Bevorzugte Beispiele des teilchenformigen Tragermaterials sind Latexpartikel, Metallsole (z.B. 
Goldsole, Silbersole Oder Eisensole) und Liposomen. Besonders bevorzugte Tragermaterialien sind Latex- 
25 partikel und Goidsole. Die GroGe der Teilchen reicht vorzugsweise von 10 bis 500 nm, besonders bevorzugt 
von 50 bis 250 nm. 

Die Art der Beschichtung des teilchenformigen Tragermaterials mit dem Rezeptor Ri ist ebenfails nicht 
kritisch fur die Durchfuhrbarkeit der vorliegenden Erfindung. Zu diesem Zweck konnen aile dem Fachmann 
auf dem Gebiet von Teilchen-verstarkten Immuntests bekannten Beschichtungsmethoden eingesetzt wer- 

30 den. Ein bevorzugtes Beispiei fur die Beschichtung des Tragermaterials mit dem Rezeptor Ri besteht in 
der Verwendung von Streptavidin-beschichteten Latexteilchen, die mit biotinylierten Antikorpern Oder 
Antikorperfragmenten uberzogen werden. 

Unter einem Anaiyten gemaG vorliegender Erfindung sind Substanzen zu verstehen, die mindestens 
zwei Epitope, d.h. Bindungsstellen fur einen Rezeptor (Ri , R2) besitzen. Vorzugsweise ist der Analyt ein 

35 Protein. Der Analyt kann sich in einer Korperflussigkeit wie Plasma, Urin, Serum, Speichel oder dgl. oder in 
einer geeigneten Pufferlosung befinden. Das erfindungsgemaGe Verfahren eignet sich besonders z.B. zur 
Bestimmung von Albumin im Urin, Apolipoprotein A1 und B im Serum oder Plasma, Immunglobulinen, 
Ferritin, Lp(a) oder ot-1-Mikroglobulin. Ein besonders bevorzugtes Beispieil ist die Bestimmung von hCG im 
Serum. Beim Anaiyten kann es sich auch um einen Antikorper handein, wobei in diesem Fall als 

40 spezifischer Rezeptor das mit dem Antikorper reagierende Antigen oder ein gegen den Antikorper 
gerichteter Anti-ldiotyp-Antikorper verwendet werden kann. 

Die Bestimmung der Analytenkonzentration beim erfindungsgemaflen Verfahren kann mit geeigneten 
Geraten sowohl nephelometrisch als auch turbidimetrisch durch Vergleich mit einer Standardkurve fur 
bekannte Analytenkonzentrationen erfolgen. 

45 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Reagen2 zur Durchfuhrung eines immunoio- 

gischen Prazipitationsverfahrens zur Bestimmung eines bindefahigen Anaiyten in einer Probefiussigkeit, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daG es einen an den Anaiyten spezifisch bindefahigen Rezeptor Ri , 
der auf eine teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist, und weiterhin einen mit dem Anaiyten 
spezifisch bindefahigen Rezeptor R 2 , der in der Probefiussigkeit loslich ist und mindestens zwei Bindungs- 

50 stellen fur den Anaiyten besitzt, enthalt. 

Vorzugsweise enthalt das erfindungsgemafie Reagenz weiterhin ein nicht-ionisches Polymer aus der 
Gruppe, bestehend aus Dextran mit einem Molekulargewicht von mindestens 500 kD, Polyvinylpyrolidon mit 
einem Molekulargewicht von mindestens 10 kD und Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von 
mindestens 6 kD. Das Tragermaterial des erfindungsgema(3en Reagenz ist vorzugsweise aus der Gruppe, 

55 bestehend aus Latexpartikeln, Metallsolen und Liposomen ausgewahlt. wobei Latexpartikel und Goldsole 
besonders bevorzugt sind. 

Weiterhin bevorzugt ist. daf3 das erfindungsgemafle Reagenz mindestens zwei unterschiedliche immobi- 
lisierte Rezeptoren R la und Ri b enthalt. die an unterschiedliche Epitope auf dem Anaiyten spezifisch 

5 
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bindefahig sind. Besonders bevorzugt ist der immobilisierte Rezeptor R, ein Gemisch aus minrtP^n* , a - 
monok.onalen AntikSrper, monospezifischen po, yk .ona,en AntikoJpern ^ 

Der losliche Rezeptor R 2 des erfindungsgemaBen Reagenz kann gemaG einer Ausfuhrunqsform der 

Bmdung des ,mmob,<,s,erten Rezeptors R, an den Analyten interferiert. In einer anderen Ausfuhrungsform 

Z Z ff t TT" 9 Wird d6r l5S ' iChe R6Zept0r Rz derart ausgewahlt. da* die Bindung von R an 
den Analyten m. der Bmdung des immobi.isierten Rezeptors R, an den Analyten interferiert Die Auswahl 
des Rezeptors R, hangt von den jeweiligen Anforderungen an das durchzufUhrende TestverfaWn wie 
oben bere,ts beschrieben wurde. Der losliche Rezeptor R 2 ist vorzugsweise ein monok.onaler AntikJrp'r 

zszz ns:; s polyk,ona,er AntikoVper oder e,n mit ^ Fragme „°s: 5 

Das erfindungsgemafle Reagenz ist vorzugsweise in Form eines Pulvers. einer Losing, Suspension 

iZri Tt ' SatS ' ° aS Rea9enZ kann W6iterhin fCir ein ^^unologisches Prazipl« 0 nsveTh en 
erforderl.che Substanzen (z.B. Hilfsstoffe, Puffer etc.) enthalten wnonsvenanren 

Pin^fl 7 6iterer ? e ?! nSt f. nd dSr vorlie 9 enden Erfindung ist schlieBlich die Verwendung der Kombination 
ernes auf emem te.lchenformigen Tragermaterial immobilisierten Rezeptors R, und eines losLe m£ 
mmdestens zwe BindungssteHen versehenen Rezeptors R 2 , wobei R, und R 2 beide mit einem Analyten 

eSmm !? S ;' nd ' Vermeidun 9 oder/ ^d Verminderung des Hook-Effekts als Sprung be Tr 

Bestimmung eines Analyten durch Immunprazipitation. 

Die vorliegende Erfindung soil in Verbindung mit den Figuren 1 bis 4 weiter erlautert werden 

ts zeigen: 

F]g^2 die drei Phasen der Heidelberger Kurve bei einem Immunprazipitationstest mit einem an 
teilchenformiges Tragermaterial immobilisierten Rezeptor (Stand der Technik)- 

F^urj die Wirkung eines zusatzlichen loslichen Antikorpers auf die drei Phasen der Heidelberger Kurve 
be. emem lmmun P raz,pitationstest mit einem an teilchenformiges Tragermaterial immobilisierten Rezep- 

F^J die Wirkung des Zusatzes des loslichen Antikorperfragmentes F(ab') 2 (hCG>-4 auf den Hook- 
Effekt bei einem Immunprazipitationstest zum Nachweis von hCG und 

die Wirkung des Zusatzes des loslichen Antikorperfragmentes F(ab') 2 <hCG>-3 auf den Hook- 
Effekt bei einem Immunprazipitationstest zum Nachweis von hCG. : 

Beispiel 1 

HM m ^^ BeiSPie ', Z f 9t die u^ erWendUn9 d6$ erfin dungsgemaGen Verfahrens auf den Nachweis von 
Human-Chonongonadotropm (hCG) unter Verwendung von Latexteilchen als Tragermaterial Ein hCG-Test 
■st besonders fur den Hook-Effekt anfallig. da ein weites Spektrum von Werten auftritt. wobei normale 
errefche^ Sen m ' U/m ' He9en ^ patho,0 9 ische Konzentrationen bis zu mehr als 10 < mS 

Reagenzien 

(i) Latex: 

Bei diesem Experiment wurde Streptavidin-beschichteter Latex (SA-Latex) verwendet. Die Latexteilchen 
hatten nach Beschichtung mit Streptavidin einen Durchmesser von etwa 180 nm. So.che TeHchen sind 

bts^rrr de : K rma ^"'^ k0mmerziel1 Weiterhin ■« die Herste.lung von Itreptavidin ■ 

beschichteten Latexte.lchen in EP-A-0 464 554, Beispiel 1 beschrieben. 

(ii) Antikorper: 

(HCC?i WUf Tlrr[ * Pezif [ SCh 9e 9 en hCG 9erichtete Antikorper verwendet. Die monok.onalen Antikorper 
FrZnl , S ?. WUrd6n m Fab '- Fra 9 men, e uberfCihrt und biotinyliert. wobei monobiotinylierte Fab 1 - 
rS a 5 WUrd6n ' die ZUr Bescnichtun 9 d ^s SA-Latex verwendet wurden. Die Herstellung von 

Fab-Antikorperfragmenten ist dem Fachmann wohlbekannt. beispielsweise beL Ishikawa eF al 

woZZnT^ k (3> 2 | 09 " 327 ^ beSChrieben - Die Biotinylierung von Fab-Fragmenten ist ebenfails 
wohlbekannt und beispielsweise m EP-A-0 464 554, Beispiel 2 beschrieben. 
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Die monoklonalen Antikorper <hCG>-3 und <hCG)-4 wurden als dritter Antikorper in Losung verwendet 
und wurden daher (urn mogliche Storungen des Tests durch Anwesenheit der konstanten Domane zu 
verhindern) in die Fab' 2 -Fragmente iiberfuhrt. Die monoklonalen Antikorper (hCG>-1, -3 und -4 waren gegen 
unterschiedliche Epitope auf der ^-Untereinheit von hCG gerichtet, und der monoklonale Antikorper <hCG>-2 
5 war gegen die a- und /3-Untereinheit von hCG gerichtet. 

(iii) Puffersysteme: 

a) SA-Laterpuffer: SA-Latex wurde in 200 mmol/l Glycinpuffer, pH 7,5 mit 2 % Saccharose, 0.5 % 
w Rinderserumalbumin und 0,1 % Natriumazid gelost. 

b) Reaktionspuffer: Der Reaktionspuffer war ein 50 mmol/l Phosphatpuffer, pH 7,5, der 75 mmol/l 
Natriumchlorid, 0,1 % Brij, 3 % Polyethylenglykol 40000 und 0,1 % Natriumazid enthielt. Die Verwen- 
dung von Polyethylenglykol als Reaktionsverstarkungsmittel ist besonders bevorzugt, v da die Reaktion in 
seiner Abwesenheit schlechter verlauft. 

75 c) Standard: Die Standardlosungen wurden durch Zugabe von hCG in bekannten Konzentrationen zu 
Human-Serum hergestellt. 

Testprozedur: 

20 Der Fab'-beschichtete Latex wurde durch Vermischen von SA-Latex mit den Fab'-Antikorperfragmenten 

(hCG)-1 und -2 im Latexpuffersystem erzeugt. Die Endkonzentration von SA-Latex im Puffer war 0,1 % 
(Gew.A/ol.) und die der Fab'-Fragmente 0,4 ug/ml. Die F(ab*) 2 -Antik6rperfragmente <hCG>-3 und <hCG)-4 
wurden in unterschiedlichen Konzentrationen dem Reaktionspuffer zugesetzt. Das Experiment wurde auf 
einem automatischen Hitachi 717 Analysegerat bei 37 *C durchgefuhrt. 20 ul Standardlosung wurden in 

25 eine Kuvette pipettiert, wonach unmittelbar 330 ul des das losliche Antikorperfragment <hCG>-3bzw. <hCG>- 
4 in unterschiedlichen Konzentrationen enthaltenden Reaktionspuffers folgten. Nach Riihren wurde das 
Gemisch 5 Minuten lang inkubiert, und dann wurden 50 ul Latexlosung zugesetzt. Das Gemisch wurde 
erneut vermischt und fur 5 Minuten inkubiert. Der Reaktionsverlauf wurde durch Messung der Absorptions- 
anderung bei 340 nm verfolgt 

30 

Ergebnisse: 

Die Figuren 3 und 4 zeigen das Ergebnis des Experiments. Aus Figur 3 ist ersichtlich, da/3 der Zusatz 
des FabVFragments <hCG>-4 eine geringe Wirkung auf die Steigung der Kurve in der Anfangsphase 
35 besitzt, es wird jedoch eine erhebliche Verzogerung des Hook-Effekt beobachtet (siehe auch Tabelle 1). Der 
Zusatz des dritten Antikorpers hat in diesem Fall somit eine geringe Wirkung auf die Empfindlichkeit des 
Tests, fuhrt aber zu einer ganz erheblichen Verringerung des Hook-Effekts. Die beste Wirkung wird mit 
einer <hCG>-4 Konzentration zwischen 25 und 100 ug/ml Probefliissigkeit gefunden. 

Aus Figur 4 gent hervor, dafi im Falle des Fab' 2 -Fragments <hCG>-3 der Zusatz des dritten Antikorpers 
40 wiederum zu einer Verringerung des Hook-Effekts fuhrt. in diesem Fall wird jedoch die Empfindlichkeit des 
Tests (d.h. die Anfangssteigung der Standardkurve) verringert (siehe auch Tabelle 2). Die Wirkung des 
<hCG>-3-Zusatzes tritt bereits ab einer Konzentration von 0,5 ug/ml ein. 

Das unterschiedliche Verhalten der FabVAntikorperfragmente <hCG>-3 und <hCG>-4, die gegen ver- 
schiedene Epitope auf der £-Untereinheit von hCG gerichtet sind, ist vermutlich darauf zuruckzufuhren, dafi 
45 das von <hCG>-3 erkannte Epitop nahe bei dem von (hCG)-1 oder <hCG)-2 erkannten Epitop liegt, wodurch 
die Zugabe von <hCG>-3 mit der Bindung der anderen Antikorper an den Analyten interferiert, was zu einer 
Verringerung der Empfindlichkeit durch eine Hemmung der Bindung von <hCG>-1oder <hCG>-2 und somit 
• der Latexagglutinierung fuhrt. 

In den Tabellen 1 und 2 ist der EinfluG der Fab* 2 -Antik6rperfragmente <hCG)-4 (Tabelle 1) und <hCG>-3 
so (Tabelle 2) auf die Steigung der Standardkurve und das mogliche Auftreten von falschen (zu geringen) 
Werten bei einer hCG-Bestimmung (d.h. der Beginn des Einfiusses des Hook-Effekts auf den Test) zu 
erkennen. 



55 
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Tabelle 1 



Konzentration von Fab' 2 <hCG>-4 (ug/ml) 



Konzentration von hCG, uber der 
das Auftreten falscher, zu geringer 
Werte moglich ist* (mill/ml) 



Steigerung der 
Standardkurve" (mE/mlU) 



0 

0.8 
1,6 
3,13 
6,25 
12,5 
25,0 
50,0 
100,0 
200,0 



1 

>1 
1 



25.833 
27.500 
31.666 
35.416 
42.500 
48.584 
04.583 
50.000 
13.333 
47.500 



0,1 16 
0.118 
0,115 
0,1 14 
0.115 
0,118 
Q.116 
0,112 
0,112 
0,110 



bei einer Standardkurve im Bereich 0 - 5000 mlU/ml 



Tabelle 2 



Konzentration von Fab' 2 
<hCG>-3 (ug/ml) 


Konzentration von hCG, uber der das 
Auftreten falscher, zu geringer Werte 
moglich ist" (mlU/ml) 


Steigerung der Standardkurve' (mE/mlU) 


0 


25.833 


0,116 


0,5 


> 150.000 


0,065 


1,0 


> 150.000 


0,038 


5,0 


> 150.000 


0,027 


10.0 


> 150.000 


0,021 


20,0 


> 150.000 


0,010 



" bei einer Standardkurve im Bereich 0 - 5000 mlU/ml 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer Probeflussigkeit durch Bindung des Analyten an 
emen m.t dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R,, der auf einem in der Probeflussigkeit 
befindlichen, teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist, 

dadurch gekennzeichnet, 

daG die Probeflussigkeit weiterhin einen loslichen, mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor 
R 2 enthalt, der mmdestens zwei Bindungsstellen fur den Analyten besitzt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl die Probeflussigkeit weiterhin ein nicht-ionisches Polymer aus der Gruppe. bestehend aus Dextran 
mit einem Molekulargewicht von mindestens 500 kD, Polyvinylpyrrolidon mit einem Molekulargewicht 
von mindestens 10 kD und Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von mindestens 6 kD enthalt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl das teilchenformige Tragermaterial aus Latexpartikeln. Metallsolen und Liposomen ausqewahlt 
wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, 
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daB der immobilisierte Rezeptor Ri aus mindestens zwei unterschiedlichen Rezeptoren R la und R 1b 
besteht. die mit unterschiedlichen Epitopen auf dem Anatyten spezifisch bindefahig sind. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man den loslichen Rezeptor R 2 derart auswahlt, da/3 die Bindung von R 2 an den Analyten nicht mit 
der Bindung des immobilisierten Rezeptors Ri an den Analyten interferiert. 

Reagenz zur Durchfuhrung eines Verfahrens zur Bestimmung eines bindefahigen Analyten in einer 
Probeflussigkeit. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es einen an den Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R, , der auf einem teilchenformigen 
Tragermaterial immobiiisiert ist, und weiterhin einen mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezep- 
tor R 2 , der in der Probeflussigkeit loslich ist und mindestens zwei Bindungsstellen'fur den Analyten 
besitzt, enthalt. 

Reagenz nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es weiterhin ein nicht-ionisches Polymer aus der Gruppe, bestehend aus Dextran mit einem 
Molekulargewicht von mindestens 500 kD, Polyvinylpyrrolidon mit einem Molekulargewicht von minde- 
stens 10 kD und Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von mindestens 6 kD enthalt. 

Reagenz nach Anspruch 6 Oder 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Tragermaterial aus der Gruppe, bestehend aus Latexpartikeln, Metallsolen und Liposomen 
ausgewahlt ist. 

Reagenz nach einem der Anspruche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es mindestens zwei unterschiedliche immobilisierte Rezeptoren R la und R tb enthalt, die an 
unterschiedliche Epitope auf dem Analyten spezifisch bindefahig sind. 

0. Verwendung der Kombination eines auf einem teilchenformigen Tragermaterial immobilisierten Rezep- 
tors Ri und eines loslichen, mit mindestens zwei Bindungsstellen versehenen Rezeptors R 2 , wobei Ri 
und R 2 beide mit einem Analyten spezifisch bindefahig sind, zur Vermeidung oder/und Verminderung 
des Hook-Effekts als Storung bei der Bestimmung eines Analyten durch Immunprazipitation. 
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Fig. 2 
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